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(57) Tiivistelma - Sammandrag 

Keksinndn kohteena on menetelma allergiaa 
aiheuttavien yhdisteiden poistaraiseksi 
proteiinipitois ista koostumuksista, jol- 
loin proteiinipitoisen koostumuksen sisal- 
tama proteiini pilkotaan proteolyytt isilla 
entsyymeilla proteiinihydrolysaatiksi , 

nain saatu hydrolysaatti kirkastetaan ja 
kirkas liuos otetaan talteen, nain saatu 
hydrolysaatti 1 iuos johdetaan adsorptio- 
hartsilla taytettyyn pylvaaseen, jota 
huuhdotaan vedella, otetaan talteen pyl- 
vaan lapi tulleet liuokset, joista aller- 
giaa aiheuttavat yhdisteet ovat poistuneet 
tai oleell isest i vahentyneet, tarvittaessa 
nain talteenotetuista liuoksista poiste- 
taan suoloja, ja ta Iteeno tetut liuokset 
konsentroidaan ja haluttaessa kuivataan. 
Lisaksi keksinnon kohteena on nain saatu 
prote i inipitoinen koostumus seka nain saa- 
dun, oleellisesti a 1 lerg isoivia yhdisteita 
sisaltanattoman proteiinipitoisen koostu- 
muksen kaytto aidinnaidookorvikkeissa , 
er iko isravintova lmiste issa tai niiden kom- 
ponentteina . 



Uppfinningen avser ett forfarande for av- 
lagsning av al lergi f oror sakande foreningar 
ur proteinhaltiga kompos it ioner genom 
spjalkning av det i den proteinhaltiga 
kompositionen ingaende proteinet med pro- 
teolytiska enzymer till prote inhydrolysat , 
varefter det salunda erhAllna hydrolysatet 
klaras och den klara lbsningen tiilvara- 
tas, den erhallna hydrolysat losningen leds 
till en med adsorpt ionsharts fylld kolonn 
som sedan skoljs med vatten och de genom 
kolonnen passerade losningarna tillvara- 
tas, ur vilka de allergif ororsakande fore- 
ningarna avlagsnats eller vasencligen re- 
ducerats, och ifall behovligt, avlagsnas 
salter ur de pA detta satt t i 1 lvaratagna 
losningarna och de t i llvaratagna losning- 
arna koncentreras och torkas ifall dnsk- 
vart. Dessutom avser uppfinningen en pA 
detta satt erhAllen prote inha It ig komposi- 
tion och anvandningen av en pA detta satt 
erhAllen prote inha it ig komposition, vilken 
vasentligen saknar a 1 lerg if ramka 1 iande 
foreningar, i modersm jolkersattningar , i 
speciella 1 ivsmede lprodukter eller som 
komponenter i dessa . 
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Menetelma allergiaa aiheuttavien yhdisteiden poistamiseksi 
proteiinipitoisista koostumuksista 

Keksinnon kohteena on menetelma allergiaa aiheutta- 
5 vien yhdisteiden poistamiseksi proteiinipitoisista koostu- 
muksista, jolloin saadaan erittain neutraalin makuinen, 
lahes mauton, proteiinipitoinen koostumus, josta allergiaa 
aiheuttavat yhdisteet on poistettu kokonaan tai suurimmal- 
ta osin. 

10 Saatu proteiinipitoinen koostumus soveltuu erin- 

omaisesti kaytettavaksi esim. maito- ja soi ja-allergiapo- 
tilaille tarkoitetuissa aidinmaidonkorvikkeissa . Samoin se 
soveltuu kaytettavaksi esim. kliinisissa ravintovalmis- 
teissa, joissa tarvitaan peptideiksi pilkottua proteiinia, 

15 mutta ei suur ikokoisia peptidirakenteita . 

Maito- tai soi ja-allergia on yleensa pienten lasten 
sairaus. Maitoallergiaa esiintyy yleensa n. 0,5-7 %:lla 
vastasyntyneista , Suomessa esiintyvyys on n . 2 - 3 % vas- 
tasyntyneista (S, Simila et aL , Suomen laakarilehti 45 

20 (11) (1990) 1039-1042) . Lapsi herkistyy lehmanmaidon pro- 

teiinille yleensa ensimmaisten elinvuosiensa aikana saa- 
dessaan vierasta lehmanmaidon proteiinia ravinnossaan . Jo 
pienetkin proteiinimaarat voivat aiheuttaa taman herkisty- 
misen, esim, aidinmaito voi sisaltaa aidin nauttimia mai- 

25 toproteiine ja siina maarin, etta lapsi herkistyy niille. 

Usein allergian aiheuttajana on kuitenkin lehmanmaito tai 
kaupalliset aidinmaidonkorvikkeet . Ohutsuolen seinaman ol- 
lessa viela kehittymaton , se lapaisee myos suur imolekyy li- 
sia proteiineja ja niiden osia, jolloin lapsi herkistyy 

30 naille protei ineille ja suolen seinaman kehittyminen hai- 
riintyy. Maitotuotteet voivat aiheuttaa voimakkaita reak- 
tioita allergikolle, kuten oksentelua, nuha- ja yskaoirei- 
ta, ripulia, nokkosihottumaa , kutinaa, hengenahdistusta , 
suolisto-oireita ja pahimmassa tapauksessa anaf y laktisen 

35 shokin. Allergiaoireiden pitkittyessa yleensa myos lapsen 
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kasvu hairiintyy. Hoidettaessa asianmukaisesti allergia 

haviaa yleensa kolmanteen ikavuoteen mennessa . Tahan ikaan 
asti se on kuitenkin vakava ongelma, koska maito on ime- 
vaisikaisille keskeinen ravintolahde . Allergian hoidossa 
5 noudatetaan usein maitovapaata dieettia siirtymalla soija- 
maidon kayttoon. Kuitenkin soijamaidon kayttajista noin 3 0 
% herkistyy soi japroteiinille. Taman vuoksi onkin jo kehi- 
tetty eraita proteiinihydrolysaatteihin perustuvia aidin- 
maidonkorvikkeita , joiden proteiini on entsymaattisesti 
10 pilkottu pienikokoisiksi peptideiksi ja vapaiksi aminoha- 
poiksi . 

Maito- ja soi ja-allergikoille tarkoitetuissa aidin- 
maidonkorvikkeissa ja erikoisravintovalmisteissa allergi- 
soivat proteiinit ja antigeeniset pilkkoutumistuotteet eli 
15 suurikokoiset peptidit tulee eliminoida mahdollisimman 
taydellisesti . 

Yleisesti on tunnettua, etta hypoallergista pro- 
teiinia voidaan valmistaa hydrolysoimalla proteiini entsy- 
maattisesti pieniksi peptideiksi ja vapaiksi aminohapoiksi 

2 0 ja erottamalla pilkkoutumattomat proteiinit ja suurikokoi- 

set peptidit ultrasuodattamalla (Takase at al. , J. Dairy 
Sci. 62 (1978) 1570-1576, Jost et al . , Food Techn. 41 (10) 
(1987) 118, Mannheim et al., J- Food Sci. 55 (2) (1990) 
381-390) . Nain valmistettuj en hydrolysaattien ongelmina 
: 2 5 ovat usein kuitenkin a) kitkera tai epamiellyttava maku ja 
b) osin pilkkoutumattomat proteiinirakenteet , jotka voivat 
aiheuttaa erityisesti herkille potilaille oireita. 

Naiden ongelmien valttamiseksi eraat valmistajat 
ovat kayttaneet aktiivihiilikasittelya parantamaan hydro- 

3 0 lysaatin ja siten myos siita valmistettavan tuotteen maJcua 

ja poistamaan hydrolysaatista isokokoisia peptideja (J. 
Knights, Processing and Evaluation of the Antigenicity of 
Protein Hydrolysates , teoksessa Nutrition for Special 
Needs in Infancy, toim. F. Lifshitz, Marcel Dekker, New 
35 York 1985 ss. 105-115). Taman tunnetun menetelman puuttee- 
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na on kuitenkin se, etta proteiinihydrolysaatissa olevista 
suurikokoista proteiineista saadaan aktiivihiilikasitte- 
lylla pois vain noin puolet; J. Knightsin edella mainitus- 
sa artikkelissa suurikokoisten proteiinien xnaara aleni 
5 aktiivihiilikasittelyssa 2 , 4 : sta 1 , 3 : een kaseiiniekvi- 
valentteja/g. On myos huomattava, etta aktiivihiili ei 
useinkaan ole regeneroitavissa uudelleenkayttoa varten, ja 
lisaksi aktiivihiileen adsorboituneet pienikokoiset prote- 
iinit alentavat kokonaissaantoa , 
10 Nyt on kuitenkin yllattaen todettu, etta suuriko- 

koiset peptidit voidaan poistaa tehokkaasti proteiinipi- 
toisista koostumuksista kayttaen adsorptiohartsia. Se pys- 
tyy adsorboimaan suur ikokoiset peptidirakenteet , kuten 
allergiaa erailla henkiloilla aiheuttavat pept idiraken- 
15 teet, ja samalla poistamaan kitkeryytta aiheuttavia pepti- 
de j a hydrolysaatista . 

Tainan uuden menetelman olennaisena etuna aktiivi- 
hiilikasittelyyn nahden on, etta adsorptiohartsi pystyy 
alentamaan hydro lysaat in j aannosproteiiniekvivalenttipi- 
20 toisuuden huomattavasti alemmalle tasolle kuin aktiivihii- 
li kir jailisuuden niukaan ja toisaalta adsorptiohartsi kes- 
taa uudelleenregenerointia jopa useiden vuosien ajan, mika 
tekee kasittelysta edullisen. 

Keksinnon mukainen menetelma soveltuu hyvin erilai- 
25 sista proteiinilahteista (esim. heraproteiinista tai ka- 
seiinista) valmistettu j en hydrolysaattien kasittelyyn ja 
silla voidaan kasitella myos proteiinipitoisuudeltaan 
(kok.Nx6,38) erilaisia hydrolysaatte j a . 

Keksinnon kohteena on siten menetelma allergiaa 
30 aiheuttavien yhdisteiden poistamiseksi protei inipitoisista 
koostumuksista, jolle menetelmalle on tunnusomaista, etta 

a) proteiinipitoisen koostumuksen sisaltama prote- 
iini pilkotaan proteolyyttisilla entsyymeilla proteiini- 
hydrolysaatiksi , jonka hydrolyysiaste (alf a-amino-N/kok . N) 
35 on 20 - 60 %, 
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b) nain saatu hydrolysaatti kirkastetaan , edulli- 

sesti sentrifugoimalla tai ultrasuodattamalla ja kirkas 
liuos otetaan talteen, 

c) saatu hydrolysaattiliuos johdetaan adsorptio- 
hartsilla taytetyn pylvaan lapi virtausnopeudella 0,2-4 
pylvaan tilavuutta tunnissa lampotilassa 5 - 70 °c siten, 
etta hydrolysaattiliuoksessa on 40 - 500 g kuiva-ainetta 
100 ml hartsia kohti, 

d) hartsikasittelyn lopuksi pylvas huuhdotaan ve- 
della, jonka lampotila on 5 - 70 °C / 

e) otetaan talteen pylvaan lapi tulleet liuokset, 

f ) talteenotetuista liuoksista poistetaan tarvitta- 
essa suoloja, ja 

g) talteenotetut liuokset konsentroidaan 40 - 70 % 
kuiva-ainepitoisuuteen ja haluttaessa kuivataan. 

Prosessin ensimmaisessa vaiheessa proteiinipitoisen 
koostumuksen sisaltama proteiini pilkotaan proteolyytti- 
silla entsyymeilla siten, etta hydrolysoitumisaste (alfa- 
amino-N/kokonais-N) on 20 - 60 %. 

Kasiteltava proteiinipitoinen koostumus voi olla 
mika tahansa proteiinipitoinen koostumus, esimerkiksi he- 
raproteiinia ja/tai kaseiinia sisaltava liuos. Herapro- 
teiini jauheessa proteiinipitoisuus voi vaihdella valilla 
35 - 85 paino-%. 

Lahtoaineen proteiinipitoisuus vaikuttaa tuotteen 
proteiinipitoisuuteen. Jos halutaan tuotteen sisaltavan 
mahdollisimman paljon proteiinia ja vahan esimerkiksi lak- 
toosia, lahtoaineen proteiinipitoisuuden tulisi olla mah- 
dollisimman korkea . 

Proteolyyttisena entsyymina voidaan kayttaa esimer- 
kiksi trypsiinia, pankreatiinia tai mikrobiproteaasia tai 
naiden yhdistelmaa. Sopiva mikrobiproteaasientsyymi on 
esimerkiksi Alcalase 0,6 L (Novo, Tanska) , joka on tuotet- 
tu Bacillus lichenif ormis -mikrobilla. 
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Entsymaattisen hydrolyysin jalkeen proteiinihydro- 
lysaatti kirkastetaan, edullisesti sentr if ugoimalla tai 
ultrasuodattamalla pilkkoutumattoman proteiinin ja suuri- 
molekyylisten peptidien poistamiseksi ja kirkas liuos ote- 

5 taan talteen. 

Talteenotettu kirkas hydrolysaattiliuos voidaan ha- 
luttaessa konsentroida haihduttamalla . Talloin sopiva kui- 
va-ainepitoisuus on 10 - 30 paino-%. Nain saatu konsent- 
raatti voidaan johtaa suoraan jatkokasittelyyn tai sita 

10 voidaan sailoa +5 °C:ssa ennen jatkokasittelya . Konsent- 
raatti voidaan haluttaessa myos kuivata jauheeksi esimer- 
kiksi sumutuskuivaimella ennen jatkokasittelya . Talloin se 
kuitenkin haihdutetaan 30 - 50 paino-% kuiva-ainepitoisuu- 
teen ennen kuivausta. 

15 Ennen adsorpt iohartsikasittelya proteiinihydroly- 

saattikonsentraatti tai -jauhe liuotetaan kuumaan veteen, 
edullisesti siten, etta liuoksen kuiva-ainepitoisuudeksi 
tulee 10 - 30 paino-%. 

Adsorptiohartsikasittelyssa edella saadusta hydro- 

20 lysaattiliuoksesta adsorboidaan hartsiin suur ikokoiset 
peptidit, jotka aiheuttavat allergiaa eraille henkil6ille, 
johtamalla mainittu hydrolysaattiliuos adsorptiohartsilla 
taytetyn pylvaan lapi virtausnopeudella 0,2 - 4 pylvaan 
tilavuutta tunnissa. 

25 Adsorptiohartsikasittelyssa hartsilla taytetyn pyl- 

vaan lapi johdetaan hydrolysaattiliuosta , jossa on 40 - 
500 g kuiva-ainetta 100 ml hartsia kohti. 

Adsorptiohartsikasittely voidaan suorittaa kirkas- 
tetun hydrolysaattiliuoksen pH:n ollessa 2 - 10, edulli- 

30 sesti 5,5 - 7,5. Edullisinta on kuitenkin kasitella hart- 
silla neutraalia liuosta, jonka pH on 6,5 - 7,0, koska 
talloin ei tarvita pH-saatoa hydrolyysivaiheen jalkeen ja 
tuotteen suolapitoisuus pysyy alempana. Haluttaessa liuok- 
sen pH:ta voidaan kuitenkin saataa esimerkiksi sitruuna- 

35 hapolla, elintarvikelaatuisella HClrlla tai NaOH:n, KOHrn 
ja Ca(0H) 2 :n seoksella. 
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Adsorptiohartsina voidaan kayttaa mita tahansa ad- 

sorptiohartsityyppia, esim. polystyreenipoh jaista hydrofo- 
bista hartsia, kuten Amberlite XAD-16 tai XAD-761, joita 
valmistaa Rohm & Haas (Ranska) . Ennen hydrolysaattiliuok- 
sen johtamista hartsilla taytetyn pylvaan lapi hartsi re- 
generoidaan sinansa tunnetulla tavalla. 

Hartsikasittely voidaan yleensa suorittaa lampo- 
tilassa 5-70 °C. Edullisin hartsikasittelylampotila on 
noin 30 °C, jolloin liuoksen jaahdytykseen tai lammityk- 
seen ei tarvitse kayttaa lisaenergiaa. 

Hartsikasittelyn lopuksi pylvas huuhdotaan vedella, 
jonka lampotila on 5 - 70 °C, edullisesti noin 30 °C, sa- 
malla virtausnopeudella , jolla proteiinihydrolysaattiliu- 
osta edella johdettiin ko. pylvaan lapi. 

Menetelma voidaan siis toteuttaa joko siten, etta 
hartsikasittely suoritetaan valittomasti hydrolysointivai- 
heen jalkeen tai siten, etta hartsikasittely suoritetaan 
myohemmin . 

Hartsikasittelyn lopuksi otetaan talteen pylvaan 
lapi tulleet liuokset, joista allergiaa aiheuttavat yhdis- 
teet ovat poistuneet tai niiden maara on ainakin oleelli- 
sesti vahentynyt. 

Adsorptiohartsikasittelyssa hydrolysaatin koostumus 
muuttuu vain vahan. Taulukossa 1 on esitetty kuivatun hyd- 
rolysaatin koostumus ennen adsorptiohartsikasittelya XAD- 
16 -hartsilla ja sen jalkeen. 
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Taulukko l: Hydrolysaatin koostumus 






Komponentti 


ennen kasittelva kasittelvn ialk 




Vesi, % 


4 , 9 


5 , 2 


5 


Rasva, % 


0,4 


0 , 6 




Laktoosi, % 


56 , 2 


59 2 




Proteiini 








(Nx6, 38) , % 


23 , 3 


19 , 5 




Tuhka , % 


5 , 9 


6 , 2 


10 


Na, mg/kg 


8200 


9200 




K, mcr/ka 


18000 


188 00 




Ca, mg/kg 


3300 


3 000 




CI, mg/kg 


6500 


7 4 0 0 




P, mg/kg 


3000 


33 00 


15 


alfa-amino-N/ 








kokonais-N (%) 


49,6 


52,0 




Aminohappokoostumus 


Ennen Kasittelyn 


FAD " n v/or* — 




f% proteiinista) 


kasittelya ialkeen 


tailuorot 


20 


Asparagiinihappo 


9,5 111 






Treoniini 


6,6 68 


4 0 




Seriini 


4,6 5,0 






Glutamiinihappo 


16,8 20,0 






Proliini 


6,1 5,9 




25 


Glysiini 


2,0 2,0 






Alaniini 


O , U -> , J 






Valiini 


5,7 6,2 


5,0 




Metioniini+Kystiini 


3,8 4,0 


3,5 




Isoleusiini 


6,5 4,9 


4,0 


3 0 


Leusiini 


10,9 10,3 


7,0 




Tyrosiini 


4,1 3,20 






Fenyylialaniini 


4,1 2,4J 


6 , 0 




Lysiini 


9,0 9,9 


5,5 




Histidiini 


1,8 2,3 




35 


Arginiini 


3,1 3,6 
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Hydrolysaattien aminohapoista oli n. 2 5 % vapaina 
aminohappoina seka ennen adsorptiohartsikasittelya etta 
sen jalkeen, joten hartsi ei vaikuttanut vapaiden amino- 
happo j en osuuteen • 

Taulukosta 1 nahdaan, etta hartsikasittelyssa tuot- 
teen proteiinipitoisuus laskee hieman, mutta muut hydroly- 
saatin komponentit kuin proteiini tulevat paaosin suoraan 
pylvaan lapi- Hydrolyysiaste (alf a-amino-N/kok.N) nousee 
kasittelyssa jonkin verran, mika myos kertoo, etta hart- 
siin tarttuu ensisi jaisesti suurikokoisia peptideja. Ami- 
nohappokoostumus muutt\iu myos hyvin vahan, ainoastaan ty- 
rosiinin ja f enyylialaniinin yhteinen maara putoaa alle 
FAO : n suosituspitoisuuden. Tama on kuitenkin helposti kor- 
jattavissa lisaamalla kasittelyn jalkeen tarvittava maara 
f enyylialaniinia hydrolysaattiin . 

Hartsikasittelyssa saanto oli 87 % kuiva-aineen 
suhteen ja koko hydrolysaatin valmistusprosessissa saanto 
oli 81 %, joten hartsikasittely ei huonontanut prosessin 
saantoa merkittavasti antamaansa etuun verrattuna • 

Talteenotetuista, oleellisesti allergiaa aiheutta- 
via yhdisteita sisaltamattomista liuoksista poistetaan 
tarvittaessa suoloja, kuten ylimaaraista kloridia tai nat- 
riumia esimerkiksi elektrodialyysilla . 

Lopuksi talteenotetut liuokset konsentroidaan kui- 
va-ainepitoisuuteen 40 - 70 paino-% ja haluttaessa ne voi- 
daan kuivata jauheeksi kylma- tai sumutuskuivauksella . 

Keksinnon mukaisen menetelman edullisuutta lisaa 
se, etta kaytetty adsorptiohartsi voidaan regeneroinnin 
jalkeen kayttaa uudelleen. 

Heraproteiinien paakomponenttia 6-laktoglobuliinia 
(B-LG) tai sen eh j ia rakenteita sisaltavia peptideja voi- 
daan analysoida tarkasti immunokemiallisella ELISA-mene- 
telmalla (Enzyme linked immunosorbent assay) , joka pystyy 
havaitsemaan hyvin alhaisia pitoisuuksia . Tata ELI SA-mene- 
telmaa kaytetaan yleisesti, kun halutaan tutkia heraprote- 
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iinijaamia esimerkiksi aidinmaidossa . Talla menetelmalla 
voidaan myos todeta allergiaa aiheuttavan S-laktoglobulii- 
nin ja sen sailyneiden osien mahdollinen lasnaolo maito- 
allergikoille tarkoitetuissa aidinmaidonkorvikkeissa . 
5 Edella mainitulla ELISA-menetelmalla mitattuna he- 

raproteiinihydrolysaatin sisaltama B-LG-ekvivalenttipitoi- 
suus ja kitkeryys vaihtelevat jalkikasittelysta riippuen 
seuraavasti : 

10 Taulukko 2 : Hydrolysaatin sisaltama B-LG-ekviva- 

lenttipitoisuus ja kitkeryys 

Kasittelv Kitkeryys B-LG-pit . 

(0 ~ 4) (/ug/q k.a. ) 

15 

heraproteiinihydr . 

ilman jalkikasittelya 3 400 

heraprot .hydr . + 
20 ultrasuodatus 

(20000 cut Off) 3 0,82 

heraprot .hydr . + 
ultrasuodatus 

25 (6000 cut off) 3 0,30 

heraprot . hydr . + 
ultrasuodatus 
(20000 cut off) + 
30 adsorptiohartsikas . 0 0,002-0,01 

Kir j allisuudessa esitettyyn , aktiivihiilikasitel- 
lylla kaseiinihydrolysaatilla saatuun arvoon 1,3 f^g/g nah- 
den (Knights et al., 1985) adsorptiohartsikasittely mah- 
35 dollisti huomattavasti alemman antigeenitason tuotteessa. 
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Adsorptiohartsikasittely alensi hydrolysaatin B-LG-ekviva- 
lenttipitoisuutta n. 80 - 400-kertaisesti , kun aktiivihii- 
likasittelyssa edella mainittiin n. 2-kertainen alenemi- 
nen. Hartsikasitellyn hydrolysaatin B-LG-ekvivalenttipi- 
5 toisuus oli yleensa samalla tasolla r iippumatta esim. hyd- 
rolysaatin proteiinipitoisuudesta , Siten menetelma sopii 
etenkin runsaasti proteiinia sisaltaville hydrolysaateil- 
le, jolloin saadaan alhaisin B-LG-ekvivalenttipitoisuus 
suhteessa proteiinin maaraan. 

10 B-LG-ekvivalenttipitoisuuden alentaminen ultrasuo- 

dattamalla 6000 cut off -kalvolla ei ole kaytannollista , 
silla talloin permeaatin virtausnopeus pienenee ja siis 
prosessin tehokkuus alenee huomattavasti seka saanto heik- 
kenee verrattuna 20000 cut off -kalvolla saatavaan. 

15 Mita todennakoisimmin myos muiden proteiinikompo- 

nenttien kuin B-LG:n (esim, alf a-laktalbumiini , naudan 
seerumialbumiini ja immunoglobuliinit ) jaamapitoisuudet 
alenevat adsorptiohartsikasittelyssa . Tata ei kuitenkaan 
voitu seurata, silla ELISA-menetelmaa muita proteiinila j e- 

20 ja kohtaan ei ollut kaytettavissa . 

Keksinnon mukaisesti saatua protei inipitoista koos- 
tumusta, josta allergiaa aiheuttavat yhdisteet on poistet- 
tu joko kokonaan tai suurelta osin, voidaan kayttaa aidin- 
maidonkorvikkeissa ja erikoisravintovalmisteissa tai nai- 

2 5 den komponentteina . 

Seuraavissa esimerkeissa kuvataan keksintoa yksi- 
ty iskohtaisemmin . 

Esimerkki 1 

A) Liuotettiin 100 kg 75 % proteiinia sisaltavaa 
30 heraproteiini j auhetta 1900 litraan 50-asteista vetta (5 % 
liuos jauheen suhteen) . Kuumennettiin liuos 90 °C:een 10 
minuutiksi samalla sekoittaen ja j aahdytettiin takaisin 50 
°C:een. Saadettiin pH 5 M Ca(0H) 2 :lla 8 , 5 : een . Lisattiin 
pankreatiini- ( 4 xUSP , Scientific Protein Laboratories, 
35 Inc., USA) ja Alcalase 0,6 L -entsyymeja (Novo, Tanska) ja 
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annettiin hydrolysoitua niin, etta hydrolyysiasteeksi (al- 
f a-amino-N/kok . N) tuli 39 %. Hydrolyysin kuluessa pH:n an- 
nettiin laskea 7,0:aan, jossa se pidettiin 10 % Ca(OH) 2 :lla. 
Hydrolyysin paatteeksi liuos kuumennettiin 95 °C:een, 5 
5 rain. Jaahdytettiin 40 °C:een ja ultrasuodatettiin 20000 
cut off -kalvoilla. Saatu perraeaatti kerattiin talteen ja 
haihdutettiin n. 10 % k . a . -pitoisuuteen . Hydrolyysiaste 
(alfa-amino-N/kok.N) oli 40,3 %. Tiiviste sailytettiin 5° 
C : een j aahdytettyna . 

10 B) Pakattiin laborator iomittaiseen kolonniin 30 cm 3 

regeneroitua XAD-16 -adsorptiohartsia (Rohm & Haas) ja 
temperoitiin pylvas 30 °C:een. Lammitettiin 126 cm 3 hydro- 
lysaattitiivistetta 30 °C:een. Tama vastaa 42 g hydroly- 
saatin kuiva-ainetta 100 cm 3 hartsia kohden. Liuoksen pH 

15 oli talloin 6,5 - 7,0, joten sita ei tarvinnut saataa. 

Liuos johdettiin pylvaaseen nopeudella 30 ml/h. Lopuksi 
huuhdottiin pylvas 40 cm 3 : 11a 30-asteista vetta . Liuokset 
yhdistettiin ja pakkaskuivattiin jauheeksi. 

Ennen hartsikasittelya hydrolysaatin B-LG-ekviva- 

20 lenttipitoisuus oli 3,9 M<?/g kuiva-ainetta ja hartsikasit- 
telyn jalkeen kyseinen pitoisuus oli 0,01 vq/g kuiva-ai- 
netta, joten B-LG-pitoisuus aleni kasittelyssa 390-kertai- 
sesti, Jauhe oli maultaan neutraalin raakuista eika lain- 
kaan kitkeraa . 

25 Hydrolysaatin koostumus ennen hartsikasittelya ja 

sen jalkeen on esitetty taulukossa 3. 
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Taulukko 3: Hydro lysaat in koostumus ennen hartsika- 
sittelya ja sen jalkeen 

Komponentti FnnP.n kasittelva Kasittelyn jalkeen 



Proteiini % k,a:sta 


72 , 6 


68 , 5 


Laktoosi % k.a:sta 




5,8 


Tuhka % k.arsta 


6,4 


6, 6 


Na mg/kg k.a. 


4100 


4700 


K mg/kg k.a. 


8500 


9300 


Ca mg/kg k.a. 


13800 


14300 


Cl mg/kg k.a. 


4100 


2600 


p mg/kg k.a. 


1800 


2100 


alf a-amino-N/kok . N ( % ) 


40,3 


43 , 8 



Esimerkki 2 

Toimittiin kuten esimerkin 1 A-kohdassa, mutt a tii- 
viste haihdutettiin 50 % kuiva-ainepitoisuuteen ja kuivat- 
tiin jauheeksi sumutuskuivaamalla . 

Esimerkki 3 

Esimerkissa 2 valmistettua jauhetta liuotettiin 
veteen 10 % liuokseksi. Lampotila saadettiin 3 0 °C:een ja 
12 6 cm 3 10 % liuosta ajettiin regeneroidun 3 0 cm 3 :n XAD-16 
-pylvaan lapi kuten esimerkissa IB. Liuokset koottiin yh- 
teen ja kuivattiin jauheeksi. B-LG-ekvivalenttipitoisuus 
oli alentunut kuten esimerkissa IB ja tuote oli neutraalin 
makuista vailla kitkeryytta. 

Esimerkki 4 

12 6 cm 3 esimerkin 1 A-kohdassa valmistettua hydroly- 
saattia johdettiin esimerkin 1 B-kohdan mukaisesti regene- 
roituun XAD-16 -pylvaaseen, mutta pumppausnopeus oli nyt 
120 cm 3 /h. Liuokset kuivattiin jauheeksi pakkaskuivaamalla . 

Kasitellyn hydrolysaatin B-LG-ekvivalenttipitoisuus 
oli 0,01 Mg/g kuiva-ainetta eli vahennys oli 390-kertai- 
nen. Tuote oli neutraalin makuinen eika lainkaan kitkera. 
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Esimerkki 5 

Kaseiinihydrolysaattia valmistettiin vastaavalla 
tavalla kuin esimerkin 1 A-kohdassa. 10-prosenttista tii- 
vistetta kasiteltiin samalla tavalla kuin esimerkin 1 B- 
5 kohdassa. Liuokset kerattiin talteen ja pakkaskuivattiin 
j auheeksi . 

Ennen hartsikasittelya kaseiinihydrolysaatti sisal- 
si B-LG-ekvivalentteja 0,16 pg/g kuiva-ainetta ja kasitte- 
lyn jalkeen 0,01 Mg/g kuiva-ainetta eli B-LG-pitoisuus 
10 aleni 16-kertaisesti . Samalla kaseiinihydrolysaatin kitke- 
ryys poistui ja tuote oli lahes mauton. 

Kaseiinihydrolysaatin sisaltama B-LG oli tullut 
kontaminaationa kaseiinin valmistusprosessista . Se saattaa 
olla peraisin jo maidon pastoroinnin aiheuttamasta komp- 
15 leksinmuodostuksesta B-LG : n ja kappa-kaseiinin valilla. 

Esimerkki 6 

Esimerkin 1 A-kohdassa valmistettua hydrolysaattia 
kasiteltiin esimerkin 1 B-kohdan mukaisesti adsorpt iohart- 
silla, mutta hartsi oli tyyppia XAD-761 (Rohm & Haas) . 
2 0 Kasittely alensi hydrolysaatin B-LG-pitoisuuden 3 , 9 : sta 
0,04:aan \xglg kuiva-ainetta eli alennus oli 98-kertainen . 
Jauhe oli maultaan neutraali eika lainkaan kitkera. 
Esimerkki 7 

Heraproteiinihydrolysaattia valmistettiin nyt kuten 
25 esimerkin 1 A-kohdassa, mutta entsyymina kaytettiin yksin- 
omaan trypsiinia. 126 cm 3 saatua hydrolysaattia johdettiin 
regeneroituun 30 cm 3 ;n XAD-16 -pylvaaseen nopeudelia 30 
ml/h 30 °C:n lampotilassa . Lopuksi pylvas huuhdottiin 40 
cm 3 : 11a 30-asteista vetta, joka yhdistettiin lapitulleeseen 
30 hydrolysaattiliuokseen. Tama pakkaskuivattiin jauheeksi. 

Ennen hartsikasittelya hydrolysaatti sisalsi B-LG- 
ekvivalentteja 0,19 Mg/g kuiva-ainetta ja harts ikasittelyn 
jalkeen 0,01 Mg/g kuiva-ainetta eli B-LG-ekvivalentt ipi- 
toisuus aleni 19-kertaisesti . Tuote ei ollut lainkaan kit- 
35 kera. 
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Esimerkki 8 

Esimerkin 1 A-kohdassa valmistettua hydrolysaattia 
otettiin 504 cm 3 . Tama vastaa 168 g hydrolysaattikuiva-ai- 
netta 100 cm 3 : a hartsia kohden. Liuos ajettiin regereroidun 
5 30 cm 3 :n XAD-16 -pylvaan lapi nopeudella 60 ml/h 30 °C:n 
lampotilassa. Lopuksi pylvas huuhdottiin 4 0 cm 3 : 11a 3 0-as- 
teista vetta, joka yhdistettiin lapitulleeseen hydroly- 
saattiin. Nama pakkaskuivattiin jauheeksi. 

Ennen hartsikasittelya hydrolysaatti sisalsi B-LG- 
10 ekvivalentteja 3,9 jLig/g kuiva-ainetta ja hartsikasittelyn 
jalkeen 0,02 fig/g kuiva-ainetta eli vahennys oli 195-ker- 
tainen. Hydrolysaatti oli neutraalin makuinen vailla kit- 
keryytta . 

Esimerkki 9 

15 Toimittiin kuten esimerkissa 8, mutta pylvaaseen 

syotettiin kolminkertainen raaara (= 1512 cm 3 ) hydrolysaat- 
tia 10 % liuoksena eli 151,2 g/30 cm 3 hartsia (= 504 g hyd- 
rolysaattikuiva-ainetta 100 cm 3 :a hartsia kohti) . 

Kasittelyn jalkeen kuivattu hydrolysaatti sisalsi 
20 B-LG-ekvivalentti jaamia edelleen vain 0,01 Aig/g kuiva-ai- 
netta eli vahennys oli 390-kertainen , mutta nyt kasitelty 
jauhe oli maultaan selvasti kitkera. 
Esimerkki 10 

Esimerkissa 1A valmistettua hydrolysaattiliuosta 
25 haihdutettiin 20 % kuiva-ainepitoisuuteen . 63 cm 3 tata tii- 
vistetta ajettiin nopeudella 120 cm 3 /h regeneroidun 30 
cm 3 :n XAD-16 -pylvaan lapi 65 °C:ssa. Tama vastaa 42 g hyd- 
rolysaatin kuiva-ainetta 100 cm 3 : a hartsia kohden. Lopuksi 
pylvas huuhdottiin 40 cm 3 : 11a 65-asteista vetta . Liuokset 
30 yhdistettiin ja kuivattiin jauheeksi. Ennen hartsikasitte- 
lya hydrolysaatin B-LG-ekvivalenttipitoisuus oli 3,9 f^g/g 
kuiva-ainetta ja kasittelyn jalkeen 0,02 M9/g kuiva-ainet- 
ta eli vahennys oli 195-kertainen . Hydrolysaatti oli neut- 
raalin makuinen vailla kitkeryytta. 
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Patenttivaatimukset 

1. Menetelma allergiaa aiheuttavien yhdisteiden 
poistamiseksi proteiinipitoisista koostumuksista, tun- 
nettu siita, etta 

a) proteiinipitoisen koostumuksen sisaltama prote- 
iini pilkotaan proteolyyttisilla entsyymeilla proteiini- 
hydrolysaatiksi, jonka hydrolyysiaste (alf a-amino-N/kok.N) 
on 20 - 60 %, 

b) nain saatu hydrolysaatti kirkastetaan, edulli- 
sesti sentrif ugoimalla tai ultrasuodattamalla ja kirkas 
liuos otetaan talteen, 

c) saatu hydrolysaattiliuos johdetaan adsorptio- 
hartsilla taytetyn pylvaan lapi virtausnopeudella 0,2 - 4 
pylvaan tilavuutta tunnissa lampot ilassa 5 - 70 °C siten, 
etta hydrolysaattiliuoksessa on 40 - 500 g kuiva-ainetta 
100 ml hartsia kohti, 

d) hartsikasittelyn lopuksi pylvas huuhdotaan ve- 
della, jonka lampotila on 5 - 70 °C, 

e) otetaan talteen pylvaan lapi tulleet liuokset, 

f ) talteenotetuista liuoksista poistetaan tarvitta- 
essa suoloja, ja 

g) talteenotetut liuokset konsentroidaan 40 - 70 % 
kuiva-ainepitoisuuteen ja haluttaessa kuivataan. 

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta proteiinipitoinen koostumus 
on heraproteiinia ja/tai kaseiinia sisaltava liuos. 

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta proteolyyttisena entsyymina 
kaytetaan trypsiinia, pankreatiinia tai mikrobiproteaasia 
tai niiden yhdistelmaa. 

4. Jonkin patenttivaatimuksista 1-3 mukainen me- 
netelma, tunnettu siita, etta vaiheessa b) tal- 
teenotettu liuos konsentroidaan edullisesti 10 - 30 % kui- 
va-ainepitoisuuteen ja haluttaessa se kuivataan edelleen 
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jauheeksi, joka ennen jatkokasittelya liuotetaan kuumaan 
veteen. 

5. Jonkin patenttivaatimuksista 1-4 mukainen me- 
netelma, tunnettu siita, etta adsorptiohartsina 
kaytetaan hydrofobista polystyreenirunkoista hartsia. 

6. Jonkin patenttivaatimuksista 1-5 mukainen me- 
netelma, tunnettu siita, etta adsorptiohartsilla 
taytetyn pylvaan lapi johdetaan proteiinihydrolysaatti- 
liuosta, jonka pH on 2 - 10, edullisesti 5,5 - 7,5. 

7. Jonkin patenttivaatimuksista 1-6 mukainen me- 
netelma, tunnettu siita, etta hartsikasittelylam- 
potila on 30 °C. 
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Patentkrav 

1- Forfarande for avlagsning av allergif ramkallande 
foreningar ur proteinhaltiga sammansattningar, k a n n e- 
netecknat darav att 

a) proteinet i den proteinhaltiga sammansattningen 
spjalks med proteolytiska enzym till ett proteinhydroly- 
sat, vars hydrolysgrad (alf a-amino-N/ tot . N) ar 20 - 60 %, 

b) det sk erh&llna hydrolysatet klaras, foretrades- 
vis genom centr if ugering eller ultraf iltrering, och den 
klara losningen tillvaratas, 

c) den erhallna hydrolysatlosningen passeras genom 
en med adsorpt ionsharts fylld kolonn med en stromningshas- 
tighet av 0 , 2 - 4 kolonnvolym per time vid en temperatur 
av 5 - 70 °c, sa att hydrolysatlosningen innehaller 40 - 
500 g torramne per 100 ml harts, 

d) som en avslutning till hartsbehandlingen skoljs 
kolonnen med vatten, vars temperatur ar 5 - 7 0 °C, 

e) de genom kolonnen passerade losningarna tillva- 

ratas , 

f ) av de tillvaratagna losningarna avlagsnas Salter 
vid behov, och 

g) de tillvaratagna losningarna koncentreras till 
en torramneshalt av 40 - 70 % och torkas om sa onskas. 

2. Forfarande enligt patentkrav 1, k a n n e - 
t e c k n a t darav att den proteinhaltiga sammansatt- 
ningen ar en losning som innehaller vassleprotein och/el- 
ler kasein. 

3. Forfarande enligt patentkrav 1 eller 2, k a n - 
netecknat darav att som det proteolytiska enzymet 
anvands trypsin, pankreatin eller mikrobproteas eller en 
blandning av dessa. 

4. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1-3, 
kannetecknat darav att den i steg b) till- 
varatagna losningen koncentreras till en torramneshalt av 
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foretradesvis 10 - 3 0 % och torkas, om sa onskas, vidare 
till ett pulver som fore fortsatt behandling upploses i 
hett vatten. 

5. Forfarande enligt n&got av patentkraven 1-4, 
5 kannetecknat darav att som adsorptionsharts 

anvands ett hydrofobt harts med polystyrenstomme . 

6. Forfarande enligt n&got av patentkraven 1-5, 
kannetecknat darav att genom den med adsorp- 
tionsharts fyllda kolonnen passeras en proteinhydrolysat- 

10 losning med ett pH av 2 - 10, foretradesvis 5,5 - 7,5. 

7. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1-6, 
kannetecknat darav att hartsbehandlingstempe- 
raturen ar 3 0 °C- 



